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Предложена методика иммунохимического определения группы триазиновых гербицидов, а 
также их отдельных представителей в виноградном соке. Рассчитаны количественные характе­
ристики процесса иммуноэкстракции с помощью иммобилизованных антител (ИАт). Оценена 
возможность концентрирования, исходя из максимальной сорбционной емкости ИАт и аналити­
ческих возможностей холинэстеразного биосенсора на основе планарных электродов. Предло­
жен алгоритм иммуноэкстракционного определения группы пестицидов триазинового ряда и 
их отдельных представителей с помощью ИАт, с последующим детектированием с помощью 
амперометрического холинэстеразного биосенсора. Область рабочих концентраций составля­
ет 1 • 106- 1 • 10 11 моль/л.
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Разработка достаточно простых, экспрессных 
и в то же время чувствительных и селективных 
способов определения широкого круга биологи­
чески активных соединений различной приро­
ды и происхождения - задача, которая была, есть 
и будет актуальной еще долгое время.
Зачастую, особенно на стадии предваритель­
ных испытаний, нет необходимости определять 
конкретное соединение, что всегда сопряжено с 
дополнительными материальными и временны­
ми затратами, а можно ограничиться получени­
ем данных просто о наличии соединений опре­
деленного класса, т.е. получить сигнал «есть - 
нет», например, относительно потенциальных 
загрязнителей в анализируемом объекте. Это 
может послужить основанием для того, чтобы 
сразу начать принимать соответствующие при­
родоохранные меры, а лишь уже затем, в случае 
необходимости, уточнить конкретный загрязни­
тель.
Проблеме анализа пестицидов различных 
классов, в частности гербицидов сим-1,3,5-триа- 
зинового ряда, являющихся потенциальными 
загрязнителями окружающей среды, посвящено 
достаточно много работ, причем используются 
различные приемы, подходы и методы, включая 
самые современные. Наиболее распространен­
ный вариант - применение разных вариантов 
хроматографии [ 1 -4] для определения триазино­
вых пестицидов показывает, что проблема селек­
тивного определения того или иного вида пести­
цидов, особенно в присутствии родственных по 
структуре и свойствам соединений, существует
до сих пор. Наряду с хроматографическими ме­
тодами, в настоящее время для анализа пести­
цидов используют предварительное проведение 
твердофазной экстракции (например, на волок­
не из полидиметилсилоксана [5] и дивинилбен- 
зола [6], на октадецилсиликагелевых картрид­
жах [7), картриджах со стирол -  дивинилбензо- 
ловым сорбентом [8], полиакрилатном сорбенте 
[9), в колонке с полимером с молекулярными от­
печатками [ 10], на кремнеземных фазах с окта- 
децидом и катионообменником [11]). Причем 
твердофазную экстракцию, чаще всего, исполь­
зуют в сочетании с различными вариантами хро­
матографии [12], масс-спектрометрии [13], мик­
роволновым облучением [14], капиллярным зон­
ным электрофорезом [15]. В то же время, боль­
шинство из используемых методов анализа не 
лишены определенных недостатков: достаточно 
сложная процедура пробоподготовки, многоста- 
дийность и сложность выполнения отдельных 
стадий, высокая стоимость анализов при исполь­
зовании современных методов детектирования, 
возможность неоднозначной интерпретации по­
лученных результатов, необходимость, в связи с 
этим, высокой квалификации персонала. Все это 
указывает на необходимость дальнейших разра­
боток новых способов анализа, в частности, пес­
тицидов разных классов.
В настоящее время для определения пестици­
дов в аналитической практике все чаще исполь­
зуют иммунохимические методы анализа (ИХМ), 
основанные на специфическом связывании оп­
ределяемого соединения с соответствующими ан­
тителами (Ат). ИХМ обладают высокой чувстви­
тельностью, уникальной специфичностью, про­
стотой пробоподготовки (если она требуется), 
дешевизной оборудования, экспрессностью и 
возможностью автоматизации. В настоящее 
время для определения гербицидов группы 
сим -1,3,5-триазинов используют различные 
варианты ИХМ: поляризационный флуоресцен­
тный иммуноанализ [16], хемилюминесцентный 
анализ [ 17] и варианты твердофазного иммуно- 
ферментного анализа - ELISA [18].
Можно ожидать, что сочетание приемов селек­
тивной твердофазной экстракции с использова­
нием иммобилизованных антител и чувствитель­
ного амперометрического детектирования позво­
лит расширить возможности определения широ­
кого круга физиологически активных соедине­
ний. В частности, применение для определения 
гербицидов иммуноэкстракции с использовани­
ем иммобилизованных антител является, на наш 
взгляд, весьма перспективным, как в теоретичес­
ком, так и в практическом отношении.
Предлагаемые нами варианты иммунохими- 
ческих определений, включающие твердофазную 
экстракцию, имеют явные преимущества перед 
другими методами определения данных соеди­
нений: низкий предел обнаружения, простота 
выполнения анализа, селективность определе­
ний, экспрессность и возможность автоматиза­
ции. Сочетание иммунологических реакций с 
участием иммобилизованных Ат против соответ­
ствующих соединений, т.е. приемы иммуноэкст­
ракции, с биокаталитическими реакциями, ле­
жащими в основе функционирования биосенсо­
ров, позволяют повысить селективность и чув­
ствительность определений.
В данной работе на примере определения гер­
бицидов сим-1,3,5-триазинового ряда рассмотре­
ны аналитические возможности и условия селек­
тивного определения группы (класса) соедине­
ний и последующего определения индивидуаль­
ных соединений в сложных по составу объектах 
путем иммуноэкстракции и концентрирования 
определяемых соединений с помощью иммоби­
лизованных антител и амперометрического хо- 
линэстеразного биосенсора.
Экспериментальная часть
Основой холинэстеразнйх биосенсоров слу­
жила система, состоящая из рабочего, вспомога­
тельного (платина) электродов и серебряного 
электрода сравнения (фирма ВѴТ Technologies, 
Брно, Чехия). Материалом поверхности рабочего 
электрода, на который иммобилизуется холинэ- 
стераза (ХЭ), являлась платиносодержащая пас­
та. Объем рабочей ячейки системы составлял 
200 мкл. Все измерения с использованием этих 
электродов проводили с помощью многоцелевого 
электрохимического детектора «МЕВ» с компью­
теризированным управлением.
В качестве субстрата использовали бутирил- 
тиохолин иодид (БТХИ) (Sigma), раствор которого 
готовили по точной навеске в рабочем буферном 
растворе и использовали в течение не более 
трех часов. Применяли бутирилхолинэстеразу 
сыворотки крови лошади (БуХЭ), активностью 
29 АЕ/мг, изготовленную НПО “Биомед" (Рос­
сия, г. Пермь).
В качестве носителей для иммобилизованных 
Ат использовали промышленно изготовленные 
нитратцеллюлозные мембранные фильтры фир­
мы “Сарториус”, Германия (размер пор 0,2 мкм).
Применяли 12,5 %-ный раствор глутарового 
альдегида фирмы «ICN» и сывороточный альбу­
мин человека (ЧСА) фирмы “ReanaT (Венгрия).
Использовали хроматографически чистые пре­
параты:
где Rj, С2Н5 в случае симазина (2-хлоро-4,6- 
бис(этиламино)-сим-триазин) и R, - С2Н5, -С 3Н7
в случае атразина (6-изопропиламино-2-хлоро- 
4-этиламино-сим-триазин).
Водные растворы симазина и атразина гото­
вили путем их растворения в небольшом количе­
стве метанола, а затем - в бидисталированной воде.
Применяли поликлональные антитела (Ат) 
против симазина и атразина, полученные на 
кафедре химической энзимологии МГУ. Антите­
ла растворяли в бидистиллированной воде. Кон­
центрации водных растворов Ат для симазина и 
атразина, равные 0,076 ± 0,009 мг/мл, были оп­
ределены спектрофотометрически при темпера­
туре 25’С [X = 280 нм) с помощью прибора Lambda 
EZ-210 компании Perkin Elmer (Германия).
Использовали боратный буферный раствор 
(pH = 9,05 ± 0,05), трис-буфер (pH = 7,67 ± 0,05). 
Значения pH водных растворов определяли рН- 
метром pH-150 со стеклянным электродом, граду­
ированным по стандартным буферным растворам.
Изготовление холинэстеразного биосенсора на 
основе планарных платиновых электродов
Для получения биочувствительной части на 
поверхность рабочего электрода наносили ХЭ (хо- 
линэстеразу), в частности, БуХЭ (бутирилхолинэ- 
стеразу) сыворотки крови лошади. Для этого го­
товили смесь, содержащую раствор фермента с 
концентрацией 20 нкат/мкл, раствор бычьего сы­
вороточного альбумина, фосфатный буфер (50 мМ, 
pH = 7,0), дистиллированную воду и раствор глу- 
тарового альдегида. Глутаровый альдегид 
вносили в последнюю очередь и, после энергич­
ного перемешивания, на поверхность электродов 
наносили гіо 1 мкл этой смеси. Полученные та­
ким образом биосенсоры оставляли на ночь в зак­
рытой чашке Петри при температуре і -  +4°С. На 
следующий день биосенсоры промывали водой, 
оставляли для высушивания на воздухе и в даль­
нейшем хранили в холодильнике.
Получение иммобилизовси іных а н ти те л
Для определения отдельных представителей 
триазиновых гербицидов получение иммобили­
зованных антител проводили согласно методи­
ке, описанной в работе [19].
В случае группового анализа для получения 
иммобилизованных антител на промышленно 
изготавливаемые мембраны фирмы “Сарториус” 
с диаметром пор 0,2 мкм наносили смесь из Ат в 
равном соотношении (1:1). Последующие стадии 
иммобилизации проводили согласно методике, 
разработанной для получения ИАт на отдельные 
представители гербицидов триазинового ряда [19].
Природа формирования аналитического сигна­
ла
Известно, что ХЭ катализирует реакцию гид­
ролиза тиохолиновых эфиров. БТХИ, являющий­
ся одним из специфичных субстратов бутирил- 
холинэстеразы, подвергается холинэстеразному 
гидролизу с образованием электрохимически 
активного тиола по следующему уравнению:
ХЭC3H7COSCH2CH2N+(CH3)3r  + н 2о  ->
-> С3Н7СООН + HSCH2CH2N+(CH3)3r.
На печатном платиновом электроде тиол под­
вергается процессу окисления:
2(CH3)3N +СН 2СН 2SH -+
-+ 2Н++2е + (CH3)3N +СН 2СН 2S-SCH 2СН 2N +(СН3)3.
Наибольшее значение тока наблюдается при 
потенциале +0,55 В. Ток окисления, регистриру­
емый в потенциостатическом режиме, достигал 
постоянного значения через 3 мин. Силу этого 
стабилизировавшегося тока, зависящего от коли­
чества продукта ферментативного гидролиза, 
использовали в качестве аналитического сигнала.
Результаты и их осуждение
Изучение действия гербицидов атразина и си­
мазина на иммобилизованную ХЭ (ИХЭ), входя­
щую в состав биочувствительной части амперомет­
рического биосенсора на основе печатных элект­
родов, показало, что в их присутствии наблюдает­
ся уменьшение аналитического сигнала, т.е. эти гер­
бициды оказывают ингибирующее действие в диа­
пазоне концентраций от 1 • 10 6 до 1 • 10 10 моль/л для 
атразинаиот 1 10'7до510 12моль/л для симазина.
Установлено, что степень (процент) ингибиро­
вания при действии на фермент- субстратную 
систему БТХИ -  ХЭ при использовании холинэс- 
теразных биосенсоров на основе планарных элек­
тродов составляет для атразина 30,0 ±0,8 %, для 
симазина -  40,0 ± 0,6 %.
Ингибирующее действие изучаемых соедине­
ний на каталитическую активность ИХЭ служит 
основой для использования соответствующего 
биосенсора для регистрации степени протекания 
биоспецифического взаимодействия на заключи -
тельной стадии иммуноэкстракционного анали­
за. Установлено, что холинэстеразные биосенсо­
ры могут быть использованы как для группового, 
так и специфичного иммуноанализа пестицидов.
Для оценки возможности проведения группо­
вого анализа триазиновых пестицидов были ис­
пользованы модельные растворы, в состав кото­
рых входили симазин и атразин при различных 
соотношениях (1:1 в различных диапазонах кон­
центраций, а также 1:10, 10:1) с использованием 
холинэстеразных биосенсоров на основе планар­
ных электродов.
В табл. 1 приведены некоторые из полученных 
результатов, которые показывают, что градуиро­
вочные характеристики при совместном опреде­
лении пестицидов не очень сильно отличаются
друг от друга. Можно лишь отметить, что при со­
отношении симазин:атразин = 10:1 наблюда­
лись наилучшие параметры градуировочной кри­
вой для определения пестицидов при совместном 
присутствии (в частности, больший коэффициент 
чувствительности -  наклон градуировочного гра­
фика) с помощью холинэстеразного биосенсора. 
Поскольку при групповом анализе нам необходи­
мо определить лишь принадлежность определя­
емых соединений к группе тех или иных герби­
цидов и оценить область рабочих концентраций, 
возможно использование любого из представлен­
ных градуировочных графиков. В дальнейшем, 
при иммуноанализе использовали, в основном, 
градуировочный график, полученный для соот­
ношения пестицидов 1:1.
Таблица 1
Аналитические возможности определения триазиновых гербицидов с помощью холинэстеразного биосенсора на 










А±  5 В ± б г
Симазин 1Ю ‘7- 5 Ю '12 107 ±3,5 9,1 ±0,4 0,9947 40,4 ±0,6
Атразин ію - е - ію - 10 33,8 ±0,9 2,6 ±0,1 0,9984 30 ±1
Симазин: 
атразин = 1:1
ію -® -ію -11 46,6 ± 1,9 4,0 ±0,2 0,9939 22,0 ±0,6
Симазин: 
атразин = 1:10
і ю - е - ію - 10 55,5 ±0,9 4,9 ±0,1 0,9992 25,4 ±0,8
Симазин: 
атразин= 10:1
і-ю -м -ю -11 79,1 ±2,8 6,7 ±0,3 0,9953 37 ± 1
Полученные результаты послужили основой для 
разработіѵи способа иммуноэкстракционного опре­
деления пестицидов в анализируемом растворе.
Определение основано на иммуноэкстракции 
и концентрировании определяемого соединения 
на поверхности иммобилизованных Ат с после­
дующим определением триазиновых гербицидов 
с использованием амперометрического холинэс­
теразного биосенсора. В основу такого определе­
ния положены стадии образования и последую­
щего разрушения иммунного комплекса антите­
ло-пестицид.
Основные параметры, характеризующие фи­
зико-химические свойства иммуносорбента, от 
которых зависит эффективность экстракции (и 
концентрирования) в наших условиях это: сте­
пень извлечения (сорбции) R  %; оптимальное 
значение pH; сорбционная емкость иммуносор­
бента СЕ, мг/см2 или мкг/см2; время сорбции; ко­
эффициент распределения D определяемого ве­
щества в системе “раствор-иммуносорбент”; проч­
ность образующихся иммунных комплексов. Не­
которые из этих параметров определены в ходе 
выполнения этой работы.
Сорбцию триазиновых гербицидов изучали 
при перемешивании при комнатной температу­
ре. Степень извлечения определяли, оценивая 
концентрацию гербицида, оставшегося в раство­
ре после инкубации в нем нитроцеллюлозной 
пленки с иммобилизованными антителами (ИАт) 
по сравнению с первоначальной.
pH
Рис.1. Зависимость степени иммуноэкстракции атразина (1) 
и симазина (2) от pH раствора
Установлено, что в диапазоне pH от 7 до 8,6 на­
блюдается практически полное извлечение триа- 
зиновых гербицидов из анализируемого раствора 
даже при однократной иммуноэкстракции (рис. 1). 
Полученная зависимость показывает, что образова­
ние иммунного комплекса лучше всего проводить 
в нейтральной среде при комнатной температуре.
Время инкубации ИАт в исследуемом раство­
ре, которое варьировали в интервале от 1 до 15 
мин, влияет на степень извлечения определяе­
мого соединения. Установлено, что для образо­
вания иммунного комплекса пестицид-ИАт необ­
ходимо не менее 5 мин (рис.2), как в случае опре­
деления смеси пестицидов, так и их индивиду­
альных представителей. Дальнейшее увеличение 
времени инкубации практически не сказывает­








0 1 2 3 4  5 6
С си-м ина, Х10*7 МГ/МЛ
Рис.З. Зависимость сорбционной емкости иммуносорбента 
от концентрации атразина
Сорбционную емкость нитроцеллюлозной 
мембраны оценивали, анализируя содержание 
атразина на ИАт и в растворе после иммуноэкст­
ракции в оптимальных условиях, меняя количе­
ство вводимого соединения.
Рис.2. Зависимость степени экстракции атразина (1) и 
смеси гербицидов в соотношении 1:1 (2) от времени образо­
вания иммунного комплекса
Для характеристики процесса сорбции нами 
использована изотерма сорбции, построенная в 
координатах CE=JfC), где С -  концентрация гер­
бицида в растворе, а СЕ-содержание гербицидов 
в фазе сорбента, мкг/см2 (рис.З). Изотерма сорб­
ции линейна вплоть до точки насыщения (выход 
кривой на плато) и проекция этой точки на ось 
ординат совпадает со значением максимальной
сорбционной емкости. Это свидетельствует о том, 
что процесс сорбции (хемосорбции) при опреде­
ленной концентрации заканчивается и просто 
адсорбция триазиновых гербицидов на поверхно­
сти иммуносорбента не происходит.
Полученные характеристики иммуносорбен­
та приведены в табл.2.
Таблица 2
Характеристики процесса иммуноэкстракции для
группового и специфичного анализа
Коэффициент распределения 
D, мкг/см2
2 4 -4 9













На практически полное извлечение симази- 
на и атразина в выбранных условиях указывает 
и тот факт, что если в растворе, дополнительно к 
исследуемым соединениям, присутствует соиз­
меримая концентрация пропазина (также пред­
ставитель группы 1,3,5-триазинов), то после им­
муноэкстракции всегда наблюдался остаточный 
ингибирующий эффект иммобилизованной ХЭ, 
чего не прослеживалось в его отсутствии.
Кроме того, присутствие в анализируемом ра­
створе пестицидов другой группы, в частности, 
фосфорорганического пестицида паратиона, явля­
ющегося ингибитором ХЭ, также позволяет наблю­
дать остаточный ингибирующий эффект иммоби­
лизованной ХЭ в растворе после иммуноэкстрак­
ции триазиновых гербицидов, что не отмечено при 
контрольных экспериментах в его отсутствии.
Все это указывает, с одной стороны, на прак­
тически полное извлечение соединений с помо­
щью соответствующих антител (триазиновые 
гербициды симазин и атразин), а с другой сторо­
ны - на возможность выделения с помощью им­
муноэкстракции именно конкретной группы пе­
стицидов. Таким образом, наличие и использо­
вание соответствующих иммобилизованных ан­
тител делает возможным проведение группового 
иммуноанализа, что позволяет получить опреде­
ленную информацию об анализируемом объекте 
неизвестного состава.
Полученные результаты показывают, что раз­
работанные приемы иммуноэкстракционого раз­
деления, выделения изучаемых соединений и их 
последующего определения позволяют пред ложить 
алгоритм проведения анализа раствора с неизве­
стным составом на содержгіние пестицидов раз­
3.3. Разрушить иммунные комплексы, образую­
щиеся на поверхности мембраны с иммобилизо­
ванными антителами.
3.3.1. Подобрать реагенты, обеспечивающие до­
статочно полное разрушение иммунных комп­
лексов без разрушения химической структуры 
самого определяемого соединения.
3.3.2. Проверить полноту разрушения иммунных 
комплексов.
3.4. Определить соединения, относящихся к дан­
ной группе пестицидов с помощью биосенсоров.
3.5. Провести идентификации другой группы пе­
стицидов, используя другие специфические ИАт, 
проведя все предшествующие операции (3.1 -3.4).
4. Проведение специфического иммуноэкстрак- 
ционного анализа.
4.1. Получить иммобилизованные антитела про­
тив отдельных представителей класса пестици­
дов, которые обеспечили положительный эффект 
входе операций 3.1-3.4.
4.2. Использовать иммобилизованные антитела 
для выделения конкретного соединения из ана­
лизируемой смеси.
4.3. Разрушить иммунные комплексы, образую­
щиеся на поверхности мембраны с иммобилизо­
ванными антителами.
4.4. Определить конкретное соединение, относя­
щееся к исследуемой группе пестицидов, для чего 
использовать условия получения максимально­
го аналитического сигнала при работе с соответ­
ствующим биосенсором.
4.5. Повторить операции по идентификации кон­
кретных пестицидов, входящих в эту группу со­
единений (стадии 4.1-4.5).
Таблица 3
Аналитические возможности концентрирования при определении микроколичеств триазиновых гербицидов (п = 3,
Р = 0,95)  _ _ _ _ _ _ _ _ _
Концентрация Объем Концентрация раствора Найдено, концентрация s r Степень
исходного исходного после концентрирования раствора после концентри­ концентрирования
раствора, моль/л раствора, мл (теоретическая), моль/л рования, моль/л
Симазин-10-10 25 5-10-9 (4,6±0,8)-10'1° 0,153 5
35 7-10-9 Я _
ь
I+ О Ъ о о 0,132 7
100 2-10-8 (2,4 ± 0,3)Ю '9 0,124 20
500 1-10-7 (1,3±0,3)Ю -8 0,169 100
1000 2 107 (2,2 ± 0,4)Ю '8 0,210 200
(Симазин: 25 5-10-9 (4,8 ± 0,7)-10-9 0,156 5
атразин=1:1)- 35 7-10-® (7,3 ± 0,9)-10'9 0,134 7
1x10 9 100 2-10-8 (2,5 ± 0,3)Ю '8 0,121 20
500 1-10-7 (1,2 ± 0,2)Ю '7 0,171 100
1000 2-10 7 (1,8 ± 0,4)Ю ‘7 0,212 200
Установлено, что наряду с идентификацией центрирования триазиновых гербицидов из их
группы пестицидов существует возможность кон- разбавленных растворов (в области концентра-
личных классов с помощью иммобилизованных 
антител и биосенсоров. На наш взгляд, эти при­
емы и подходы имеют универсальный характер и 
могут быть использованы для идентификации как 
группового, так и специфичного анализа широко­
го круга биологически активных соединений.
А лгоритм  иммуноэкстракционного определе­
ния пестицидов различных классов в образце не­
известного состава с помощью иммобилизован­
ных а н ти те л  и амперометрического холинэсте- 
разного биосенсора
1. Оценка объекта анализа
1.1. Оценить присутствие возможных компонен­
тов в анализируемом образце (в нашем случае -  
пестициды каких классов могут присутствовать 
в образце) путем изучения предыстории объекта 
анализа и его состояния на момент исследования.
1.2. Выяснить влияние предполагаемых искомых 
соединений на каталитическую активность фер­
ментов, входящих в состав биочувствительной 
части биосенсоров, имеющихся в наличии (в на­
шем случае это холинэсгеразный биосенсор).
2. Получение иммобилизованных антител против 
определяемого класса пестицидов т.е. обладаю­
щих групповой специфичностью (фосфорсодер­
жащих, карбаматных, хлорсодержащих, серосо­
держащих, триазиновых и т.д.).
3. Идентификация группы пестицидов.
3.1. Провести иммуноэкстракцию с помощью им­
мобилизованных антител против определенного 
класса соединений.
3.2. Проверить полноту экстракции определяе­
мых соединений.
ций 10 |0- 10 9 М) с помощью иммобилизованных 
антител как в случае определения отдельных пе­
стицидов, так и их смеси (табл.З).
Иммуноэкстракцию и концентрирование гер­
бицидов в виде комплекса «Ат -  пестицид» прово­
дили, используя растворы гербицидов с концентра­
цией 10 ю-10 9Мизо&ьема25,35,100,500,1000 мл.
Установлено, что при последующем переводе 
сорбированных на нитроцеллюлозном фильтре 
триазиновых гербицидов из 10 9 М раствора в 
объем 5 мл для последующего определения воз­
можно концентрирование в 5 (из 25), 7 (из 35), 20 
(из 100), 100 (из 500), 200 (из 1000 мл) раз. Воз­
можности концентрирования при специфичном 
анализе отдельных представителей рассмотре­
ны на примере симазина из 10 10М растворов.
Пестициды триазинового ряда атразин и си- 
мазин являются одними из наиболее эффектив­
ных и потому широко применяемых гербицидов. 
ПДК атразина и симазина, установленные для 
этих пищевых продуктов, довольно низкие, в не­
которых продуктах (ягодах, молоке и воде) их при­
сутствие вообще не допускается. Такие жесткие 
требования обусловлены тем, что эти гербициды 
характеризуется длительным периодом сохране­
ния своих свойств в почве [20]. Поэтому существу­
ет необходимость разработки чувствительных и 
надежных методов определения пестицидов в 
продуктах питания.
Для определения триазиновых гербицидов 
разработаны методики определения их с помо­
щью иммобилизованных Ат против триазиновых 
гербицидов и амперометрического биосенсора на 
основе печатных электродов в виноградном соке.
Для проведения иммуноэкстракционного оп­
ределения триазиновых гербицидов, образцы 
сока предварительно разбавляли в 10 раз. Дан­
ная процедура проводилась для того, чтобы 
уменьшить возможные матричные влияния и 
добиться максимально возможного извлечения 
пестицида с помощью ИАт.
М етодика определения триазиновы х гербици­
дов в виноградном соке
а) Групповой анализ
Нитроцеллюлозные мембраны с иммобилизо­
ванными на них Ат против симазина и атразина 
(1:1) помещали в 25-1000 мл исследуемого раство­
ра и инкубировали при перемешивании 5 мин. 
Затем мембраны с образовавшимся иммунным 
комплексом промывали дистиллированной водой 
и помещали в раствор для разрушения иммун­
ного комплекса (0,02 М НС1, 0,15 М NaCl) с объе­
мом 5 мл. После инкубирования с перемешива­
нием в течение 20 мин отбирали 20 мкл аликво­
ты раствора, содержащего пестициды, и помеща­
ли в электрохимическую ячейку с 160 мкл борат- 
ного буфера и 20 мкл БТХИ. С помощью холинэс­
теразного биосенсора определяли концентрацию 
триазиновых гербицидов, после разрушения им­
мунного комплекса по градуировочному графику.
Наличие ингибирующего эффекта ИХЭ указы­
вает на наличие пестицидов данной группы в 
анализируемом образце.
На данном этапе анализа не требуется точное 
определение концентрации определяемых соеди­
нений. Для оценки примерного содержания три­
азиновых гербицидов в образце использовали 
один из градуировочных графиков, в частности, 
полученный для смеси изучаемых гербицидов 
(1:1): /р= (46,6 ±1,9) + (4,0 ± 0,2)-lg С. Это позволило 
оценить область концентраций этих соединений 
в образце: 110 П-110 6М.
Следующим этапом в анализе образцов сока 
являлось определение отдельных представителей 
триазиновых гербицидов (симазина и атразина) 
в образцах.
б) Специфичный анализ.
Для идентификации как атразина, так и си­
мазина нитроцеллюлозные мембраны с иммоби­
лизованными на них Ат против симазина или 
атразина помещали в 25-1000 мл исследуемого 
раствора и инкубировали при перемешивании. 
Затем мембраны с образовавшимся иммунным 
комплексом промывали дистиллированной водой 
и помещали в раствор для разрушения иммунного 
комплекса (0,02 М НС1, 0,15 М NaCl). После инку­
бирования с перемешиванием в течение 20 мин 
отбирали аликвоту раствора, содержащего пести­
цид, и помещали ее в электрохимическую ячейку 
с боратным буфером и БТХИ. С помощью холинэс­
теразного биосенсора определяли концентрацию 
симазина или атразина, после разрушения им­
мунного комплекса по градуировочному графику.
Методом «введено-найдено» установлено, что 
определение гербицидов триазинового ряда в об­
разцах сока возможно по градуировочному гра­
фику, построенному при использовании для их 
определения водных растворов. Это говорит о том, 
что в исследуемыхусловияхвлияние матричных 
компонентов образца практически не сказыва­
ется. В качестве модельных образцов использо­
вали виноградный сок с введенными в опреде­
ленной концентрации триазиновыми гербици­
дами. Модельные образцы были приготовлены на 
основе стерилизованных соков «Я» (г. Лебедянь, 
Липецкая область) и соков «Добрый» (г. Щелково, 
Московская область), изготовленных из концен­
трированного виноградного сока. Предваритель­
ными исследованиями было установлено, что 
используемые соки не содержали изучаемые гер­
бициды: после иммуноэкстракции с помощью 
ИАт против триазиновых гербицидов величина 
отклика холинэстеразного биосенсора имела та­
кое же значение, что и в отсутствие аликвоты сока.
Модельные образцы сока с содержанием изу­
чаемых гербицидов в интервале концентраций 
5-10*7-5-10 11 моль/л были использованы при на­
хождении градуировочных зависимостей с 
целью применения холинэстеразных биосенсо­
ров различной конструкции при сопоставлении 
полученных результатов (табл. 4).
Таблица 4
Иммунохимическое определение триазиновых гербицидов в виноградных соках с помощью ИАт и амперометричес­
ких холинэстеразных биосенсоров различной конструкции 




Амперометрические холинэстеразные биосенсоры Коэффициент
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Виноградный 7 -10'7 (6,6 ± 0,2) 10-7 0,030 (6,8 ± 0,2)-10'7 0,029 1,01 1,73
сок «Я» 5-10'7 (5,1 ± 0,2) 10-7 0,039 (5,4 ± 0,1)Ю '7 0,019 3,76 2,00
3-1 о-7 (2,7±0,2)Ю -7 0,074 (2,6 ± 0,2)Ю '7 0,077 1,00 1,32
Виноградный 7-10'7 (6,6 ± 0,2)-10'7 0,030 (6,7 ± 0,2)-10'7 0,030 0,98 1,25
сок «Добрый» 5-10-7 (4,5 ± 0,3)Ю '7 0,067 (4,7 ± 0,2)-10'7 0,043 2,20 1,61
3 107 (2,8 ± 0,2)Ю '7 0,071 (3,3±0,1)Ю -7 0,086 0,44 2,28
Специфический анализ
Виноградный 7 10-7 (6,7 ± 0,2)Ю ‘7 0,030 (6,9±0,1)-10'7 0,014 4,33 1,57
сок«Я» 5-10 7 (4,3 ± 0,3)-10'7 0,065 (5,3 ± 0,1)Ю ‘7 0,038 1,96 2,73
3-10-7 (2,7 ± 0,2)-10'7 0,074 (2,9 ± 0,2)-10'7 0,069 1,00 1,54
Виноградный 7-10-7 (6,5 ± 0,2)-10"7 0,031 (6,8 ± 0,2) Ю'7 0,029 1,03 1,22
сок «Добрый» 5-10-7 (4,5 ± 0,3)10 7 0,067 (4,8 ± 0,2)-10'7 0,042 2,27 0,74
3-1 о-7 (2,6 ± 0,2)Ю '7 0,077 (3,1 ±0,1)Ю '7 0,080 1,00 1,41
Таким образом, к отличительным особенностям 
предлагаемого способа группового и специфично­
го иммуноэкстракционного анализа пестицидов в 
пищевых продуктах следует отнести высокую се­
лективность и чувствительность определения. 
Выбранные схема и условия проведения такого 
варианта иммунохимического анализа позволя­
ют проводить определение достаточно быстро и с 
минимальным количеством необходимых опера­
ций . Во многих случаях такой вариант иммунооп­
ределения отличает отсутствие многостадийной 
и сложной пробоподготовки образцов. В целом, ана­
литические характеристики предлагаемого спосо­
ба иммуноэкстракционного определения позволя­
ют говорить о перспективности его дальнейшего 
практического применения, а также расширении 
области использования для определения широко­
го круга соединений различной природы.
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POSSIBILITY OF THE GROUP AND INDIVIDUAL IMMUNOEXTRACTION DETERMINITION OF TRIAZINE
HERBICIDES WITH AMPEROMETRIC DETECTION
E.P.Medyantseva, R.M.Varlamova, D.R.Bikkenina, H.C.Budnikov
The approach of the immunochemical assay as the group of triazine herbicides as the individual
compounds in the grape ju ice  has been proposed. The quantitative characteristics o f the 
immunoextraction process using the immobilized antibodies (lAb) have been calculated. The ability of 
concentration proceeding from the maximum sorption capacity o f the immobilized antibodies and 
analytical possibilities of the Cholinesterase biosensor based on the screen-printed electrodes has been 
estimated. The algorithm o f the immunoextraction determination of the group o f triazine pesticides as
well as the individual compounds using the lAb with following detection by the amperometric Cholinesterase 
biosensor has been proposed. The range of the working concentrations is Ы 0  6 -1 10-11 mol/l.
